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Herr Dr. Christian Rosenmund und Herr Sebastian Russo, beide in 
Gottingen/Deutschland, haben eine Patentanmeldung unterder Bezeichnung 

"Pharmakologisches Werkzeug zur Identifizierung und Charakterisierung 
von Substanzen, welche an Glutamatrezeptoren vom 
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionat (AMPA)-Typ wirken" 



am 



13. Oktober 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 



Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprung- 
lichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig das Symbol 
G 01 N 27/26 der International Patentklassifikation erhalten. 

Munchen, den 5. November 1999 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der Prasident 
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KARL-FRIEDRICH-BONHOEFFER-LNSTITUT 
Abteilung Mcmbranbiophysik , 




Dr. C. Roscnmunti,MM Jur b tophysikahscha Chamte, 37077 COnlngen 
Scficrxtiurr Jhixtxx, MPlJtir biaphyvikolixche CltdtiUe, 37077 Ckittirtgcn 



Deutsche Patentamt 



Christian Rosenmund, PhD 
Am Faflberg 37077 Gottingcn 
P.O. Box 28 4 J / 3701 8 GSttingen 
Tel. +49 551/201-167 
Fax +49 551/201-1688 
E-Mail crosenm@gwdg,de 
13.10.1998 



80297 Mfcnchen 



Fax: 089/2195-2221 



Sehr geehrte Damcn und Herreru 

hiermit wird die Ertcilung eines Patents ftir die in den beiligenden LfAteriagen beschriebene 
Erfindung beantrugt 



Die Anmeldung soil zur Sicherung einer Priotitat dieneiL 



Gottiiigeri, den 13.1 0-98 



Dr. Christian Rosenmund 
Sebastian Russo 



Anlagen: 2 Seiten Text, 1 Seite Abbildungcn, 1 Seite Abbildungserklarungen 
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Anlage Seite 1, Antrag vom 13.10.1998 

1 0 Die Erfindung dicnt als pharmakologisches Werkzeug zur Identifizierung und 
Chanikteiisierung von Subs&nzen jwelchc an Glutamatrezeptoren yom ot- 
ainmo-^-nydxoxy-D-rnethyJ-4-isoxazol-propionat (AMPA;-Typ wirken. 



0 





Nach Exprimierung eines AMPA-Rezeplomiutanten in Zelllinien oder in 
Oozyten von Xenopus iaevis kann die pharmakologischc Wirksamkeit einer 
Susbstanz durch elektrophysiologische Messung von Substanz-induzierten, 
bzw. Siibstatiz-inhib.ie.cten Glutainat-Strtfrnen bestimmt werden. 

20 E$ handelt sich bei unserer Brfindung urn eine spezifische Punktmutation 
(.L497Y) in dem AMPA-Rezeptor GluRl^p, welche die sonst typische 
Desensitisierung des nativen KanaJs komplett bJockt Andere Eigenschaften 
des Rezeptors sind durch die Mutation nicht signiflkant verSndert. 
AMPA-Rezeptoren (GIuRI 4) gehoren zui Familie der ionotropen 
Glutamatrezeptoren, welche sich hauptsachUch anf der postsynaptischen Seite 
von Nervenzeilen des zentralen Nervensystems (23S(S) beflnden. Glutamat ist 
der wichtigste Neurotransmitter des ZNS und daber spielen die AMPA- 
Kanalfunktionen eine Mntrale Rolle flir die neuronals Kommunikalion. 

3.) Desensitisierung der AMPA-Rezeptoren schiitzt die posttsynaptische Zelle vor 
Ubererregung nach exzessiver Glutamatausschiiuung, wie sie unter 
anoxischen oder traamatischen Bcdingungen im Gehiin auftreten konnte. 
Diese schnelle Desemirisierung (Zeitkonstante ca. 1-13 ms mil einer 
Inhibition des Stromes von 93%-99%) erschwert den experimentelien Zagang 
zur Messung von Kanalaktivit&t und in Folge auch zu einfachen 
pharmakologischen Untersuchungeh. 

4) WShrend bei nativen Rezeptnren die schnelle Desensitisierung eine 

Bestirnmung der eigentlichen Spitzenantwbrt fast unmogJich macht, werden 
bei einem nichl-descnsitisierenden Kanal immer die maximalen 
Stromaotworten in Relation zur eingesetzten Agonistenkonzentrarion 
gemessen, so daB Dosis-Wirkungskurvcn leichter und genauer bestimmbar 
sind. 

Des weiteren laBt sich von dem Aktivierungsmuster des Kanal s direict auf die 
Klassifizierung der zu testenden Substanz schlieBen. Antagonisten, partielle 
Antagonisten und voile Agonisten lassen sich klar unterscheiden. 

5*) Wshrend desensitisierende Rezeptoren in der Rcgel eine ErhoJungsphase 
haben» sog. Resensitisierung, braucht diese Versuchseinschritakung bei der 
YurgesLcllten Punktmutation nicht beriicksichtigt werden. Substanzen kSnnen 
beliebig schnell und zu jedem Zeitpunkx des Versuches appliziert werden, 
ohne das cine Abnahxne der Akxivitat zu beftirchten w2re (siehe Abb.C). 
Der GluRl-Rezeptor und sein Mutant haben im Vergleich zu anderen AMPA- 
Rezeptoren die hOchste Affinitat, so dali selbst scbon bei lOOpM Glutamat 
von gesSttigten Konzentrationen ausgegangen werden kann (Abb. ID). Dies 
erleichtert die Mesaungen an Froschoozyten, da dort nur submillimolare 
Glutamatkonzentxationen eingesetzt werden kSnnen. 
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Anlage Seite 2, Antrag vom X3.10.1998 



7.) Die Funktmutationen wurden aut jfUK-tfasis nacn aem yuicicuriange 
Mutageneseverfahien (Stratagene) hergestellt, anschlicBcnd in GluRl- 
pCDNA3 oder -pGEMHE Expressionsvektorsn uberftihrt. Expiimierung kunn 
damit entweder in Saugetierzellinien oder Froschoozyten erfoigen. 
Die ExprimieruBg durch transiente oder perraanente Transfektion von HEK- 
Zellen, bzw. RNA-lnjclction in Oozyten, ist ein etabliertes Verfahren und hat 
sich gerade bei der Charakterisierung von Membranprotcinen als sehr 
erfoigreich bewiesen. 

S.) GenBank accession number: X17 1 84 GluR 1 der Ratte (Hollmann et aL, 
Nature 342, 643, 1989). 

Die Aminosaurraurrunerierung beginnt am Mcthionin des „open reading 
frame". Die Aminosaure an Position 497 ist von L (Lysin) zu Y (Thyrosin) 
mutiert worden. Andere aromatische Aminosauren an dieser Position haben 
den gieichen Ef fekt gezeigt und sollen damit in diesem Patent bcinhaltet sein. 
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A) 

Typische Antwort auf die Applikation voa 10 mM L-Glutamat zu einem nativen, 
homologen GIuRl ^ Rezeptors. Die Aufnahme wurde in out-side-bul-paich- 
Konfiguration von transient transfizierten HEK-Zellen gemacht. 
Der ychwarze Balke gibt den Zeitraum an, in welchem Glutamat appliziert wurde. 
Jtfeachten Sie die schnelle Desensitisierung in Anwescnheli des Agonisien. 
Die schwarze Skizzc zcigt schematisch die Primiixstruktur des Proteins mit den 
Transmembranregionen (M1,M2 und M3) als senkrechte, kleine Balkcn. 

B) 

Typische Anwort auf eine Applikation von 10 mM L-Glutamat des nicht- 
desensittsierenden AMPA-Kanals GluRl^ (L497Y). 

Die Anfnahrne wurde in out-side-out-patch-Konfiguration von transient transfizierten 
HEK-Zellen gemacht. Man sieht die voilstandige Aktivierung des Kanals wahreud 
der Applikation des Agonisten. 

fnnerhalb der Skizze ist die Lokalisation der Punktmutacion als weifler Strich 
gekennzeichneL 

o 

Die Abbildung zeigt die Stromspur zur Erstellung einer Glutamat -Dosis- 
Wirkungskurve vom GluRl fl , p CL497Y) Rezeptor. 

Die Ganzzellableilirng wurde mit der patch-clamp -Methode von transient 
transfizierten HEK-Zellen gemacht. 

Die eingesetzten Konzentrationen sind uber den Balken angegeben. 
D) 

Der Graph zeigt die dosisabhangige Stromantwort des nicht- desensitisierendeu 
AMPA-Kanals GluRl n:p (L497Y) auf L-Quisqualat (schwarze Kreise) und L-Glutamat 
(weiBe Quadrate), normalisiert zur Spitzenantwort. 

Beachten Sie die Genauigkeit der Messmethode anhand der Fehlcrbalken. 
Die Daten wurden wie in O dargestelli gewonnen. 
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